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TRIEBE CVarcine timlet) 
电器 官 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 
(ACHR) 某 些 生化 性 质 的 研究 


孙 k RMR duck Rž WES 


中国 科学 院 昆 明 动 物 研 究 所 昆明) 


Ho x 


A xd TOI KOH EM (Narcine timiei ) SW E 'EdUUGERBNX€t 
KEW CAChR) 的 某 些 生化 性 质 。 纯 化 的 ACHR 经 聚 丙烯 酰胺 梯度 《4 % 一 
30%) HE JR uk, BH-+S#EEGH, 经 测 定 ， 表 观 分 子 量 为 440, 000, 5 
U*[-a-Bgt-AChR 复 食 物 的 分 子 量 丰 一 致 。 等 电 聚 焦 电 泳 浏 得 纯化 AChR 和 
U'[-a-BgtAChR tw Cpl) 分 别 为 4.9 和 和 5.2; 经 SDS— E e c Ee E 

(4%—30%) HEER, AEn AChR 解 离 成 三 个 主要 亚 基 蛋白 带 ， 它 们 的 
表 观 分 子 量 分 别 为 38, 000，42, 000 和 66, 000， 其 中 前 两 个 亚 莽 的 会 量 很 识 ， 鸭 
占 总 数 75 吧 。 氨 基 柄 组 成 分 析 表 明 ， TRAM RRR ACHR diae A X 
AR, (ER BAM) , KPRERERSERE, ERAADA p b. w 
明 纯 化 的 AChR 是 一 个 复杂 结构 的 酸性 蛋白 大 分 子 。 

xmi ZEER OE o- AREER 


hills 


前 
国外 许多 实验 室 从 几 种 鱼 类 (Elecirophorus electricus, Torpedo californica, 


Torpedo marmorata, Torpedo nobiliana, Narcine brasiliensis, Narke japonica) 
的 电器 官 中 相继 分 离 了 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 居 蛋白 (AChR), (Heidmann & Changeux 
1978, Albuquerque ef al., 1979, Karlin, 1980; Ishikawa ef al,, 1980, Hayashi 
ei al., 1981; Imamura ef gl,，1982)。 近 几 年 来 ， 对 缠 化 的 AChR 及 其 亚 基 的 生物 化 
学 性 质 、 免 疫 学 性 质 也 进行 了 大 量 的 研究 。 (Claudio & Raftery 1977; Reynold & 
Karlin 1978; Lindstrom et al., 1978; Hamilton ef al., 1978; Hamilton ef al., 
1979, Froehner & Rafto 1979, Vandlen et al., 1979, Ishikawa et al., 1980; 
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Hayashi et al., 1981; Imamura et el., 1982), 

我 们 通过 生物 特异 性 亲 和 层 析 ， 将 中 华 眼 镜 蛇 〈 Naja naja atra) WAER GE 
MRF, 1981c) 偶 联 在 Sepharose-4B 上 ， 分 离 纯 化 到 丁 氏 3X ME e BR CN. timlei ) 
电器 官 期 碱 型 乙醚 胆 碱 受 体 蛋白 (AChR ) (WMR, 19812), 纯化 的 AChR 与 眼 
镜 蛇 神 经 毒素 的 特异 性 结合 率 为 4.7nmole/mg SABA, HT MAT Kost, oe d 
B AChR 的 分 子 特 性 以 及 结构 与 功能 的 相互 关系 ， 我 们 对 纯化 的 ACHR 某 些 生 物化 学 
性 质 的 亚 基 组 成 ， 分 子 量 ， 等 电 点 和 氢 基 酸 组 成 进行 了 研究 ， 现 将 主要 结果 报道 如 下 。 


材料 和 方法 


(--) 本 文 所 用 的 Sephadex G 一 10，G 一 75， 溴 化 氰 活化 的 Sepharose-4B 及 高 分 
子 量 ， 低 分 子 量 标准 蛋白 的 A 瑞典 Pharmacia f° FR, ARET, Triton X-100, 9H 
RRA, APER (carbacol), Ampholine (pH3,5 一 10) 等 均 为 进口 试剂 ， 苯 甲 基 
BRR PMSF) 为 东风 生化 试剂 厂 产品 ，Nal25I 为 中 国 科学 院 原 子 能 研究 所 产品 。 其 
它 均 为 国产 分 析 纯 或 化 学 纯 试 剂 。 

(一 本文 所 用 的 0- 银 环 蛇毒 素 按 我 们 以 前 报道 的 方法 纯化 GEME, 1981b), 

(=) TREIA E AE i Ey ACHR By 4> Aaii, I-e- i XR Bg ee KA d e 
和 *°l-a-Bet-AChR 复合 物 的 制备 均 司 我 们 以 前 的 方法 EMRE, 19814) , 

《四 ) 平板 聚 丙 烯 酌 胺 梯度 凝 胶 电泳 测定 纯化 的 AChR E!" I-a-Bgt-AChR 的 分 
TE. 

按 Pharmacia Fine Chemicals 的 $ 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 实 验 室 技术 《1980)》 ， 制 备 
4 96 —3096 XE PY HS BE ERG ERE Eee (85x 85x 2mm) ， 在 自制 的 垂直 平 贩 电 PN 
上 进行 电 读 ， 电 访 缓 冲 液 是 ，0.09Jf Tris, 0.08M MAR, 0.0025M Na2bEDTA, 0.1% 
Triton X-100 pH8.4， 电 压 150Y， 电 泳 16 小 时 ， DI Pharmacia 高 分 子 量 标准 蛋白 (分 
子 量 范围 为 67,000 一 669, 000) 作 平 行 对 照 。 电 泳 完毕 后 ， 用 10% =AMME, 0.2% 
考 马 斯 之 兰 R250 染 色 ， 脱 色 液 为 醋酸 : 乙 醉 : 水 =10:25:65 (V/V). MERR RF 
板 在 萍 层 屋 析 扫描 仪 上 〔Model CS-910， 日 本 ) 进行 扫描 ， 波 长 590nm 。 同 时 测定 各 
标准 蛋白 迁移 率 ， 为 横 坐 标 ， 分 子 量 对 数 作 纵 坐 标 ， 从 样品 迁移 率 ， 在 图 中 求 出 相应 的 
分 子 量 。 

测定 U5I-a-Bgt-AChR 复合 物 分 子 量 时 ， 实 验方 法 基本 同上 ， 但 竺 电泳 完 毕 后 ， 含 
标准 蛋白 的 凝 胶 用 同 法 男 定 ， 数 色 和 脱色 ， 含 被 测 样品 部 分 的 凝 胶 ， 切 成 3 mm 小 块 ， 
秆 FIH-408 型 自动 定 标 上 上 进行 上 计数。 

CE) 5Ds5 一 平板 聚 丙烯 酸 胺 梯度 凝 胶 电 泳 测定 纯化 的 ACHR 的 亚 基 组 成 及 其 分 
TA. 

同上 法 制备 4 95-3090 H6 RERER RR (85x 85x 2 mm) , R Pharmacia 低 分 子 量 标 
HRA 〈 分 子 量 范围 14, 400 一 94, 000) PAA, MRR: Haak TENA 
准 蛋 白 预 先 溶 于 0.00147 Ka EDTA, 1%SDS, 5 %B- 青 基 乙 醇 的 0.01J4 Tris-HCl 
MU. (pH8.0) ， 于 100*C 水 浴 中 加 热 3 分钟。 电泳 缓 冲 液 为 含 0.2% SDS Ho, 04M 
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Tris, 0.02M M B8, 0.00217 Na, EDTA 的 溶液 ， (pH7.4) 。 电 压 150V， 电 泳 5 小 
时 左右 ， 固 定 、 染 色 和 脱色 同上 法 。 陪 色 后 的 凝 胶 置 薄野 层 析 扫描 仪 Model CS-910(H 
Ao 上 扫描 、 波 长 590nm。 同 时 测定 各 低 分 子 量 标准 蛋白 迁移 率 ， 在 半 对 数 纸 上 作 图 ， 
以 各 亚 基 迁移 率 ， 在 图 中 求 出 它们 相应 的 分 子 量 。 

CA) 等 电 聚焦 电泳 测定 纯化 的 AcChR E USI-a-Bgt-AChR 的 等 电 点 : 

等 电 避 焦 电 泳 按 菲 克 绚 等 人 方法 〈1975) HEE. BERET = 5%, C= 
2.5%, HMA 2% Ampholine (pH3.5—10) , 电极 溶液 :正极 为 0.01 HPO, ME 
290.01M NaOH, WH m AEA RE PRE, EE700V, Hi$k 5 BAUR, B iksE 
毕 后 ， 立 即 取出 两 根 长 度 一 样 的 凝 胶 条 ， 一 条 按 上 法 固定 、 染 色 和 男 定 ， 另 一 条 切 成 
5 mm 小 块 逐一 投入 1 毫升 0,0147 KCl (AR) WRP, — 浸 洗 2 小 时 后 在 PHM84 型 COM 
Xo 酸度 计 寺 测定 各 凝 胶 岂 的 日 ， 横 坐标 为 凝 胶 条 长 度 碱 一 > 酸 ) ， 纵 坐标 为 pH BH 
度 ， 在 坐标 纸 上 必 图 。 从 样品 距离 求 出 相应 的 pH 值 。 

测定 "I-a-Bgt-AChR 复合 物 等 电 点 时 ， 待 电泳 完毕 后 ， 立 刻 取 出 凝 腕 条 ， 将 其 
切 成 5 mm 小 块 ， 逐 一 投入 1 毫升 0.01M KCI 溶液 中 ， 分 别 测定 它们 的 pH 值 和 cpm 数 。 
RRR AR RAKE, RMR APH BEM cpm ge, ERR LER. 求 出 样品 相应 的 
PH 值 即 为 该 样品 的 等 电 点 。 

(七 纯化 的 ACHR 的 氨基 酸 组 成 分 析 : 

纯化 的 ACHR 深 于 0.5 毫 升 ，5.7Y 重 蒸 盐 酸 中 ， 加 入 20 微 升 殖 基 乙酸 ， 然 后 真空 封 
管 ， 在 110°*C 下 水 解 24 小 时 。 

男 取 一 份 样品 ， 先 用 过 甲酸 氧化 ， 然 后 迅速 真空 抽 干 除去 过 量 的 过 甲 酸 ， 再 用 0.5 
毫升 ，5.7N 重 蒸 盐 酸 进行 水 解 。 水 解 完毕 后 ， 分 别 置 氮 基 酸 自动 分 析 仪 《Hitachi-835 
A, AA) 进行 定量 测定 。 





iit AChR 的 表现 分 子 量 


PT EMA RE CRSA EA, 是 经 Sepharose-4B 一 眼镜 蛇 神 
经 毒素 亲 和 吸 附 ， 用 1 村 氨 甲 酰 胆 碱 解脱 ， 在 售 0.02% 去 氧 胆 酸 销 的 5 mM BERE EE X 
(pH7.4) BHAA (4°C), BRT HPA in (MRS, 1981a), BARREN 
0.5— 1 mg/mlZz di, EFE ESPERE TE CER BE (4 26— 3020) RRB 泳 ， 测 得 其 表现 分 
4 3835440,000, (BH1A,B, O, BITENEERUB IK RIPE IP 410.126. Triton X —100, 
样品 中 也 含有 去 气 胆 酸 钠 ， 该 受 体 分 子 量 显然 是 受 体 与 去 拍 剂 复合 物 的 分 子 量 。 在 电泳 
图 谱 上 ， 有 时 还 可 见 另 一 条 染色 线 的 蛋白 带 ， 其 分 子 量 约 为 660, 000 (H1A, B). AT 
弄 清 该 受 体 是 否 具 有 特异 性 结合 能 力 ， 以 及 *I-o-Bet-AChR 复合 物 形 成 后 ， 其 电泳 
行为 和 分 子 最 是 否 与 天 然 受 体 相 一 致 ， 同 时 测定 了 :41-a-Bgt-AChR 复合 物 的 分 子 量 ， 
结果 见 图 2 ， 从 图 2 可 以 看 出 ， 其 复合 物 分 子 量 也 为 440,000， 与 天 然 受 体 分 子 量 相 一 
致 。 其 次 ， 在 复 台 物 的 电泳 图 谱 及 放射 性 测定 中 ， 未 检测 出 分 子 量 660, 000 相 应 的 cpm 
数 。 这 可 能 是 在 我 们 的 实验 条 件 下 ， 各 眉 凝 胶 条 仍然 切 得 过 大 ， 造 成 该 结合 峰 被 掩盖 。 
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图 1 ses T ARM BA ERE CC ARR (ACHR) RARE 
HR (4%—-30%) XR EUR D TENE 
B—ENM BRE nm, RI&EEX 1 C--A T RUHR (fF Pl 
Fig. 1 The resulis of the polyacrylamide 4/30 gradient gel electrophoresis of purified acetylcholine 

receptor of Narcine fimlei and determination of its molecular weight 
a. Thyroglobulin (Mol, Wt. 669, 000) 
b. Ferritin (Mol. Wt. 440,000) 
c. Catalase (Mol, Wt. 232,000) 
d. Lactate dehydrogenase (Mol, Wt, 140,000) 
e. Albumin (Mol. Wt. 67,000) 

B. Densitometric scans of poly acrylamide gels obtained after electrophoresis and Coomassie blue 
staining of the receptor. (Wave length 590 nm) 

C. Locate the point on the calibration curve which corresponds the Rf value fort he protein of 
purified receptor molecular weight. The value on the logarithmic scale which corresponds to 
this point is the estimated molecular weight of the receptor 


52 !"I-o-Bgt-AChR Jb AR A Rz ERAT 
FEM EK GREGA AIA 


Fig. 2 The results of the polyacrylamide 4/30 gradient 
gel electrophoresis of !?5I-u-Paungarotoxin-puri- 
fied receptor complex {electrophoresis condition 
is same as Fig. 1), gel slab containiing receptor 
are cut it into 3 mm slice, the CPM is coun- 


tered (on FH-408 automatic counter) 
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纯化 AChR 的 亚 基 组 成 及 其 表 观 分 地 量 


纯化 的 AChR 经 SDS RARER (4 % 一 30%) 凝 胺 电泳 ， 至 少 可 以 看 到 
三 个 主要 蛋白 带 ( 见 图 3A、B.) ， 它 们 相应 的 表 观 分 子 量 为 38, 000( 1)，42, 000 (2) 
和 66, 000( 3) ( 见 图 3C)。 其 中 前 两 个 亚 基 的 含量 很 高 ， 约 占 总 数 75%。 这 一 结果 表明 
TESEI (Narcine timlei ) 电器 官 的 AChR 的 亚 基 组 成 类 似 于 国外 报道 的 几 种 
Hi ES—— Narcine brasiliensis, Narke japonica, Torpedo californica, Torpedo 
marmorata, Torpedo nobiliana $i 8 Flecirophorus electricus ff] AChR (Claudio 
& Raftery, 1977; Ishikawa et al., 1980; Hayashi et al., 1981; Ong & Brady., 
1974; Michaelson ef al., 1974; Schimidt & Raftery, 1973; Weil ef al., 1974; 
Heilbroon & Mattson, 1974, Chang, 1974, Biesecker, 1973; Karlin et al., 1973; 
Imamura et al., 1982, Hucho et al., 1976; Sobel et al., 1977; Lindstrom e al., 
1978, Froehner & Rafto, 1979, Vandlen ef al., 1979), (HERE, 3€ 11] 
1332 ATO FBT BG a HL IS 5 E op SRG LP ea a RUE HE A AChR 的 亚 基 组 成 
及 其 分 于 量 ， 以 便 比 较 。 


MW x io” 


A 590 





Ry 
图 3 si ACHR SDS —X 9b ES E380 (4%—30%) 电泳 及 亚 基 分 子 醒 测定 


Fig. 3 The results of the polyacylamide 4/30 gradient gel electrophoresis of the purified 
receptor in presence of Sodium Dodecyl Sulfate and determination of molecular 
weights of subunits 

. Phosphorylase b (Mol, Wt. 94,000) 

. Albumin (Mol. Wt, 67,000) 

. Ovalbumin (Mol. Wr. 43,000) 

. Carbonic anhydrase (Mol. Wt. 30,000) 

. Trypsin inhibitor «Mol. Wt. 20,000) 

. @-Lactalbumin (Mol, Wt. 14,400) 


B. SDS— Wit nd (OB, C. 分 子 量 对 数 对 RE 伪作 图 。 

B. The stained gel slab is scanned at 590 nm. 

C. Locate the point on the calibration curve which corresponds the Rf value for the 
protein of purified receptor molecular weight, The value on the logarithmic scale 
which corresponds to this point is the estimated molecular weight of the receptor 
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x 1 几 种 纯化 的 电 鱼 电器 宜 ACHR 亚 基 组 成 比较 
Table 1 Comparison of subunits composition of purified receptor 
from several electric organs of fishes 











Narcine timlei $8, 000 41,000 66,000 294,000 本 文 参考 文献 

Narcine brasiliensis 43, 000 52,000 59,000 64,000 Claudio & Raftery 1877 
Narke japonica 33, 000 $8,000 43,000 51,000 Ishikawa et al 1980 
Narke japonica 42, 000 48,000 53,000 60,000 Hayashi ef al 1981 
Narke japonica 41,000 49,000 58,000 68, 000 Imarmura e? af 1982 
Torpedo californica 26,000 34,000 42,000 Schimidt & Raftery 1973 
Torpedo californica 41,000 $1,500 60,000 64, 009 Claudio & Raftery 1977 
Torpedo californica 38, 000 49,000 57,000 64,000 Lindstrom ef al 1978 
Torpedo califorvica 40, 000 50,000 60,000 65,900 Vandlen et ai 1979 
Torpedo californica 40, 000 48,000 62,000 66,000 Hucho et al 1976 
Torpedo colifornica 39, 000 48,000 58,000 64,000 Weil et ai 1974 
Torpedo californica 43, 000 53,000 58,000 63,000 Froehner & Rafto — 1979 
Torpedo ocellata 40, 000 60,000 61,000 81, 000 Rübsamen ef al 1976 
Torpedo nobiliana 34, 000 36,000 39,000 44,000 >70,000 Ong & Brady 1974 
Torpedo nobiliana 40, 000 48,000 60,000 4,000 Claudio & Raftery 1977 
Torpedo marmorata 45—50, 000 Heilbroon & Mattson 1974 
Torpedo marmorata 41, 000 51,000 $59,000 64,000 Claudio & Raftery i977 
Electrophorus electricus — 41,009 47,000 53,0400 Karlin ef al 1973 
Electraphorus electricus — 44,000 50, 000 pum Biesecker 1973 
Flectrophorus electricus 37,900 42,000 49,000 Chang 1974 


Bie AChR s?5I-a-Bgt-AChR HR 


sik AChR BS RMB, GRR LA, VEDRRRBRRA POE 
和 它 相应 的 pH 值 作 图 ， 根 据 考 马 斯 亮 兰 R250 RAR, AChR EE LE. KC 
应 的 pH 和 值 为 4.9， 《图 4B) 。 这 与 Eldefrawi & Eldefrawi (1973) Wi Torpedo mar- 
morata AChR pl4.9 和 Biesecker (1973) Mf Electrophorus electricus AChR pl4.7 
是 一 致 的 。AChR 与 '*I-a-Bgt 结 合 后 ， 其 相应 的 等 电 点 为 PH5.2( 图 5 )。 这 与 Biesecker 
(1973) 的 结果 一 致 ， 说 明 酸性 的 纯化 受 体 与 碱 性 和 的 a- 银 环 蛇毒 素 (p19.3) 结 合 后 ， 其 复 
合 物 的 等 电 点 发 生 了 改变 ， 由 pI4.9 变 为 p15.2。 


图 4 ti, AChR $9 Fe FER Ek 

B. E Kk o WEE RM Hie IBN TES 
(ER ELE SE MH) 

Fig. 4 Isoelecetric point focusing of purified 

receptor from Narcine timlei 

B. The isoelectric point value of purified receptor 
(pDis estimated according to pH standard 
curve and correspoondig pH value 





1 期“ ARS: TR NE Narine timleic HHA JW o RERER CACRIO RAERERAAR vl 








8 
7 
6 
= 
5 
> 4 ms 1-a-Bgt-AChR FURR EH 
x 3 :一 一 。 ERHI 
a ——5 BB cpm 
Fig. 5 Isoelectric point focusing of !?5]-a-Bungarotoxin 
-receptor complex 
rr 39 i5 x 8 
Hit ACHR ICE RH ET 


x 25b bio T EXP MERE. ACHR ORR RA 成 与 所 发 # i Torpedo 
californica (Vandlen e¢ al., 1979, Torpedo marmorata (Eledefrawi & Eldefrawi 
1973, Sobel ef al., 1978) #1 Narke japonica (Ishikawa ef al., 1980) AChR 的 所 


m2 几 种 电 龟 电 器 官 AChR 氨基 酸 组 成 比较 
Table2 Compaison of amino acid composition of several purified receptor from electric fishes 
Amino acid , areine Hmlei Narke japonica Torpedo marmorata Tor pedo californica 
AchR moe% AchR mole% AChR mote% mole% AChR mole% 
一 
Lys 4.4 $.1 5.9 6.1 5.7 
His 1.4 2.51 2.4 2.1 2.6 
Arg $.6 4.21 3.9 5.6 4,1 
Asp 11.8 10.8 11.2 11.8 11.4 
Thr 1.2 7.07 6.6 6,3 $.2 
Ser 5.0 8.99 7.2 7.1 6.3 
Glu 8.4 10.2 10.5 10.7 10.3 
Pro 4.1 5.44 6.2 6.2 5.7 
Gly 5.3 6.36 5.1 6.4 4.9 
Ala 8.3 6.22 5.9 6.0 5.2 
1/2Cys 2.4 2.16 + 2.0 1.3 
Val B.D 6.62 7.2 5.5 1.5 
Met 2.1 1.87 2.9 1.7 1.9 
He 8.2 8.73 1.3 5.2 7.6 
Leu 8,9 8.27 10.1 9.3 9.3 
Tyr 3.8 3.32 8.7 3.6 3.8 
Phe $3.2 4.11 4.2 4.4 5.0 
Trp N. D. N. D. N. D. 2.4 1.2 
本 文 Ishikawa et Sobel et al. 1978. Eldefrawi & Vandlen et al. 
al. 1980 Eldefrawi 1973. 1979. 


N. D, 未 测定 


92 AE Y COND OX 6 & 


IE eH york Eo DI EXORTU RS, “CATS SAP SE 〈 本 文 色 氨 酸 未 测定 ) 。 甚 中 门 
冬 氨 酸 和 谷 揪 酸 的 含量 在 各 种 氨基 酸 中 居多 ， 占 20% 以 上 。 表 明 它 是 一 个 柄 性 蛋白 ， 与 
等 电 点 测定 的 结果 一 致 。 





本 文采 用 的 平板 聚 丙 娣 酰 赎 梯度 凝 胶 电 泳 (4 % 一 30%) 测定 纯化 的 AChR 及 其 亚 基 
分 子 量 常常 比 在 一 个 聚 丙烯 酰 膀 浓度 不 变 的 凝 胶 板 上 的 电泳 要 优越 得 多 ， 迁 移 的 条 带 游 
楚 ， 梯 度 凝 胶 在 同一 块 板 上 能 够 确定 的 蛋白 质 大 小 的 范围 相当 大 ， 样 品 和 标准 蛋白 在 同 
一 抉 板 上 走 电泳 ， 这 就 使 得 各 种 实验 条 性 都 一 致 。 我 们 用 4 % 一 30% 的 梯度 效 胶 板 测 定 
了 分 子 量 范围 14, 400—669, 000 的 标准 蛋白 和 分 子 量 范围 23,000 一 660,000 的 受 体 样品 ， 
分 辨 力 和 重复 性 比较 好 (Polyacrylamide Gel Electrophoresis-Laboratory Technique 
Ed, by Pharmacia Fine chemicals) , 

出 于 洗 脱 液 和 透析 液 中 ， 分 别 含有 0.196 Triton X-100 30 0.02 WEAR, A 
此 ， 平 板 梯度 凝 胶 〈3 6—3090) 电泳 测 得 的 纯化 ACHR 表 观 分 子 量 440, 000 (EH) 
和 660, 000 (次 带 ) 中 显然 是 结合 了 一 定数 量 的 去 拍 剂 的 受 体 分 子 量 ， 它 比 真 正 的 受 体 分 
子 量 要 大 些 。Martinez-carion 等 人 《1975) 测 得 受 体 结合 去 拆 剂 Triton X-10085 ft A 
45964 Edelstein 等 人 (1975) 测 得 受 体 结合 去 垢 剂 的 量 为 0.113mg/ mg RAs Imamura 等 
A (982) WAAAH (Narke japonica) AChR 结合 去 氧 胆 酸 钠 的 量 达 0.27 
AAEH., DEI Xxx AH ACHR 及 其 I-a-Bgt-AChR 的 表 观 分 子 其 可 能 
在 320, 000 上 下 。 而 表 观 分 子 量 660, 000 的 蛋白 成 分 的 实际 分 子 量 约 为 480,000 CK Ima- 
mura et af., 1982)。 这 两 个 数值 与 国外 已 发 表 的 资料 是 存在 差 蜡 的 (Gibson et al., 1976), 
Reynolds 和 Karlin (1978) fj D,O 溶剂 密度 (solvent density) WIS £dd 
行 沉降 平衡 ， 测 得 Torpedo californica AChR RAA T 825500, 000 ( dimer 二 聚 体 ) 
和 250,000 (monomer 单 体 ) , Imamura 等 人 (1982) 用 高 速 兢 胶 过 滤 结 合 小 角度 激光 
散射 技术 (Low angle laser light scattering) 测 得 Narke japonica AChR 和 的 分 子 基 
为 460, 000 (dimer) 和 240,000 (monomer) ， 后 者 AChR 一 去 氧 胆 酸 钠 复 合 物 的 表 
观 分 子 量 为 580, 000 (dimer) 和 300,000 (monomer) 。 这 种 差异 的 原因 主要 是 与 各 
实验 室 所 用 AChR 种 属 来 源 有 关 ， 同 时 与 各 实验 室 所 采用 的 测定 方法 不 同 也 有 关 。 

亲 和 层 析 纯 化 的 丁 氏 双 鳍 电 鳃 电器 官 AChR ， 经 SDS RR 后 ， 在 到 丙烯 酰胺 梯度 
凝 胶 4 % 一 30% 上 电泳 ,观察 到 三 个 亚 基 蛋白 带 , 它们 的 表 观 分 子 量 分 别 为 38, 000(1 )， 
42,000 (2) 166,000 (3) 。 其 中 亚 基 (1) 和 《2)》 占有 较 大 比例 ， 约 为 75%。 这 一 
结果 与 Narke japonica(Ishikawa et al., 1980), Torpedo californica (Schimiidt & 
Raftery, 1973) fl Electrophoorus eleciricus (Chang, 1974) 的 结果 相近 。 国 外 许多 
实验 室 报 道 的 纯化 的 AChR、 亚 基 及 其 分 子 量 各 不 相同 〈 见 表 1 ) 。 原 因 除 各 实验 室 所 
用 实验 材料 不 同 外 ， 采 用 的 分 离 、 纯 化 、 测 定 的 方法 和 条 件 关系 是 十 分 重要 的 。 例 如 ， 
同一 材料 Narke japonica AChR, Ishikawa ef al., (1980) 报道 为 33, 000，38, 000， 
43,000, 和 51,0008 Hayashi et af, (1981) 报道 为 42, 000(&)，48, 000(B)，53, 000 
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(Y) $160,000 (ò); Imarmura et af, (1982) 则 报道 为 41,000, 49,000, 58,000 
38168, 000, 

不 过 就 目前 的 资料 可 以 认为 ， 经 去 拍 剂 提取 的 几 种 发 电 鱼 类 电器 官 AChR Z6 SDS- 
素 丙 烯 醚 胺 紫 胶 电泳 ， 大 多 数 解 聚 为 四 个 亚 基 成 分 ( 见 表 1 ) ， 其 分 子 量 分 别 为 40, 000 
(a), 50,000(B), 60,000( T), 65,000(8), (Vandlen et al.,1979)。 其 中 ,0- 亚 基 所 
占 比 例 较 大 ， 并 把 a- 亚 基 认 为 是 x- 神 经 毒素 结合 位 点 的 所 在 (Scbel et al., 1978), J 
KU ER (Narcine imle) 的 亚 基 组 成 及 其 分 子 量 与 之 相 比 ， 确 存在 着 差异 。 似 笠 
缺少 一 个 分 子 量 为 50, 000 左右 的 Y- 亚 基 ， 这 一 点 目前 还 难以 解释 的 。 但 是 ， 据 文献 报 
道 ，Y- 亚 基 与 其 它 亚 基 相 比 含量 是 很 低 的 〈Hvcho et al., 1976, Froehner e? al., 
19775 Froehner & Rafto, 1979, Lindstrom ei al., 1978; Hayashi ef af., 1981) aK 
者 根本 看 不 到 (Heilbroon & Mattson, 1974, Penn, 1976) , 且 Y=- 亚 基 对 蛋白 水 解 酶 
十 分 敏感 (Yandlen et al., 1979) 。Froehnr 和 Rafto (1979) 认为 Y- 亚 基 的 丢失 可 
能 是 分 离 纯化 过 程 中 所 加 入 的 蛋白 酶 抑制 剂 不 能 有 效 防 止 AChR 降解 所 造成 的 ， 加 入 乙 
X Oo NOE (N-ethylmalemide 简称 NEM ) 后 则 大 大 增加 Y- 亚 基 的 量 。 因 此 ， 丁 氏 双 
se a WERE A ACHR 中 缺少 分 子 量 50, 000 左 右 的 成 分 可 能 属于 上 述 原 因 。 另 一 方面 ， 分 
子 量 大 于 94, 000 的 成 分 可 能 属于 亚 基 的 降解 或 聚合 作用 形成 的 。Vandlen ef oi. (1979) 
认为 分 子 量 大 于 90, 000 的 蛋白 染色 带 除 与 实验 材料 的 贮存 温度 和 时 间 长 短 有 关外 ， 多 见 
于 年 老 的 电 鱼 电器 官 中 ， 这 是 十 分 有 趣 的 。 

ai Ab B) T IE LR a ACHR SAMAR Torpedo californica, Torpedo mar- 
morata #1 Narke japonica ++ 423814 (GE 2) (Vandlen e? al., 19793 Sobel et al., 
1978, Eldefrwi & Eldefrawi, 1973; Heilbroon & Mattson, 1974, Ishikawa et aol., 
1980) 。 高 含量 的 酸性 氨基 酸 反 映 了 ACHR 的 酸性 性 质 , SHR KA RAR, 
TERA EMERE AChR 的 等 电 点 为 pH4.9, 45 Eldefrawi & Eldefrawi (1973), 
Raftery et al. (1972), Bieseckr (1973) 的 结果 相同 。 而 "5[-a-Bgt-AChR 复合 物 的 等 
电 点 为 pH5.2{Biesecker，1973) 。 这 些 结 果 提 示 ， 具 有 高 度 特异 活性 的 ALChR 分 子 ， 其 
酸性 氨基 酸 集中 的 带 负 电荷 的 部 分 也 许 正 是 碱 性 蛋白 4-Bgt 紧密 结合 的 活性 部 位 。 
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SOME BIOCHEMICAL PROPERTIES OF THE PURIFIED 
ACETYLCHOLINE RECEPTOR PROTEIN FROM THE 
ELECTRIC ORGAN OF N ARCINE TIMLEI 


Sun Xin Gong Chaoliang Pan Shuying Fan Hianying He Qiwei 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica, Kunming) 


The present paper reports some biochemical properties of the purified ace- 
tylcholine receptor protein (AChR) from the electric organ of N. timlei. The 
detergent-solublized purified nicotinic acetylcholine receptor protein exisis in a 
major band, the apparent molecular weight is 440,000 on polyacrylamide gra- 
dient gel slab electrophoresis( 4 %—30%), It is in agreement with the moleeular 
weight of ?"5[-labelled-a-bungarotoxin binding the purified AChR, The purified 
AChR of N. timlei is composed of 18 kinds of amino acid, it is rich in acidic 
amino acids, aspartic acid, glutamic acid (20%). The isoelectric points of the 
receptor and of the '°{-a-bungarotoxin-AChR complex are pH 4.9 and pH 5.2 
respectively on isoelectric focusing gel disc electrophoresis, Polyacrylamide 
gradient gel slab electrophoresis of the purified receptor in the presence of sodium 
dodecyl sulfate reveals three bands of apparent molecular weights 38,000, 
42,000 and 66,000, the two heaviest ones being present in significantly lower 


amounts than both the subunits of 38,000 and 42,000. 
Key words Nicotinic acetylcholine receptor Electric organ a-bungarotoxin 
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纯化 的 丁 氏 双 鳍 电 鳄 电器 官 乙酰 胆 碱 受 体 ( AchR) RTRS (4 94—3090 — 泳 及 分 子 量 测定 。 


A. 纯 化 AchR 梯 度 凝 胶 电 泳 结果 。 电 极 缓冲 液 为 0.09MTris、 0.08M 硼 酸 ， 
0.0025MEDTA. PH8.4。 以 Pharmacia 高 分 子 量 标准 蛋白 作对 照 。70v 预 电泳 30 分 钟 后 加 样 ， 于 150v 


电 冰 16 人 小时， 用 考 马 斯 亮 兰 R 250 染 色 a 甲状 腺 球 蛋白 “〈 669.000) b. 马 脾 铁 蛋白 (440,000 
c. 过 氧化 氢 酶 (232.0000 d. 乳酸 脱氧 酶 〈140000 — e. 牛 血清 白 蛋白 (67.000 


Fig.l The results of the polyacrylamide 4/30 gradient gel electrophoresis of purified acetylcholine receptor 


Of Narcine timlei and determination of its molecule weight 


A. The results of purified receptor of the electrophoresis. electrophoresis buffer: 0.09M tris; 0.08M Boric Acid; 


0. 0025 M Na,EDTA: pH8.4 electrophoresis condition: Pre -electrophoresis( without sam ple) -20 min.. 


7 a 
0 volts, electrophoresis-16 hrs. . 150 volts Fixing: 109; Trichloro aceti c acid 


Staining: i i : 
| & Overnight in 0.2% Coomassie blue in Glacial acetic .acid: Alcohol: H20= 10: 50: 40 (V/V) 


Destaining: Acetic acid: Alcohol: H»O= 10: 25: 65 (V'V) 


a. Thyroglobulin ( Mol Wt. 669.000) b. Ferritin (Mol, Wt. 440,000) 


c Catalase — ( Mol. 
d.Lactate dehydrogenase ( Mol. Wt ol, Wt. 232. 000) 


, 140. 000) e, Aom duds Wt 67,000) 


 B. 凝 胶 电泳 扫描 ， 波 长 590nm, 灵敏 度 x 1 


Densitometric scans of poly acrylamide gels 











图 4 纯化 AchR 的 等 电 聚焦 电泳 Figs. Isoelectric point focusing of purified receptor from Narcine rimlei 


A 经 考 马 斯 亮 兰 R250 染 色 后 的 电泳 结果 Isoelectric point focusing profile of purified peceptor 
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图 3 纯化 AchR SDS — RPS MUR PARERE (4 % 一 30%) 电泳 及 亚 基 分 子 量 测定 。 A. SDS- RPS MARR HEHE 
—— Wiki R. “电极 缓冲 液 为 004 M Tris, 0. 02M 醋 酸 钠 ，0. 0025 ME DTA, 0.2%SDS. pH7.4 
70V 预 电泳 1 小 时 后 加 样 ，150V 电 泳 5 小 时 ， 以 考 马 斯 亮 兰 R250 染 色 。 a. REED (94,000) 
_b. 牛 血 清白 蛋白 (67.000) c. BARE 43,000) d. RARE PITE (30,000) e. 蛋白 酶 抑制 剂 CX 20, 000) 
f < 一 乳 清 蛋白 [14.400) 1 ， 分 子 量 38 ,000 - 2. 4742.000 3. 分子量 66.000 


Fig.3 The results of the polyacrylamide 4/30 gradient gel electrophoresis of the purified receptor in presence 
of Sodium Dodecyl Sulfate and determination of molecular weights of subunits 
A; The. results of the polyacrylamide 4/30 gradient gel electrophoresis in presence of Sodium Dodecyl 
Sulfate of the purified receptor from Narcine tim lei 
Electrophoresis condition: , Pre- electrophoresis( without sample)—l hr. 70 volts, electrophoresis- 5 BS. 


150° volts Fixing: 10%Trichloro acetic acid 
Staining: Overnight in 0. 2% Coomassie blue in Glacial acetic acid: Alcohol: H30-10: 50: 40 V/V) 


Desiaining: Acetic acid: Alcohol: H30- 10: 25: 65 (V/V) or in7% Acetic acid 
a. Phosphorylase b( Mol. Wt. 94, 000) b. Albumin ( Mol. Wt. 67. 000) - c. Ovalbumin ( Mol. Wt 43, 000) 
d. Carbonic anhydrase ( Mol. Wt. 30, 000) e. Trypsin inhibitor (Mol. Wt 20.100) 


f. a—Lactalbumin (Mol. Wt 14, 400) 





B. SDS— PRR (fA 1A) 


B. The stained gel slab is scanned at 5990 nm 


